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Abstract 
 

          The white spot disease has been spread out and accounted for economic losses 
in shrimp industry around the world. Presently, this spreading is uncontrollable. Further 
research on the shrimp immune system may be one of the solutions. The previous study 
has revealed that the autophagy process, the self-eating of cells, can eliminate foreign 
materials entering the cell. Therefore, this study aims to investigate the role of rubicon 
gene, a key protein in autophagy, in white spot syndrome virus (WSSV) infected shrimp. In 
the experiment, the genomic sequences of rubicon in P. vannamei were searched and its 
expression was examined. Then, the role of the rubicon during WSSV infection was 
investigated by using RNA interference, mediated via a double-stranded RNA targeting 
rubicon (dsRUB). The results revealed that rubicon gene was highly expressed in an 
intestine. An injection of dsRUB at a concentration of 1 microgram per gram of shrimp 
could suppress the expression of rubicon gene in WSSV-infected shrimp, resulting in a 
reduction in the expression of the viral gene, VP28. The mortality rate of shrimp with 
knockdown of rubicon gene was lower than that of the control group and the amount of 
viral copy number was decreased after 30 hours of infection. All investigations suggest that 
the expression levels of rubicon genes are involved in WSSV infection. It might be induced 
by virus particles in order to use the rubicon for replication and dissemination in shrimp. 
 
Keywords: Autophagy, Rubicon, White spot syndrome virus, Penaeus vannamei, RNA 
interference 
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บทที่ 1  
บทนำ  

 
1.1  คüามเปŨนมาและคüามÿำคัญของปัญĀา  

กุ้งทะเลเป็นÿัตü์น้ำที่มีคüามÿําคัญทางเýรþฐกิจ เนื่องจากมีคüามต้องการบริโภคกุ้งทะเลทั้ง

ภายในประเทýและต่างประเทý ปัจจุบันอุตÿาĀกรรมประÿบปัญĀาผลผลิตกุ้งลดลง ซึ่งมีÿาเĀตุÿ่üน

Āนึ่งเกิดจากการระบาดของโรคกุ้งทั้งโรคที่อุบัติใĀม่และโรคที่ระบาดซ้ำ ซึ่งเป็นปัญĀาที่ยังไม่ÿามารถ

แก้ไขได้ โดยĀนึ่งในโรคที่ระบาดซ้ำอยู่ในปัจจุบันนี้ คือโรคตัüแดงดüงขาü (White spot syndrome 

disease; WSD) เกิดจากไüรัÿตัüแดงดüงขาü (White spot syndrome virus; WSSV) เป็นโรคที่

ÿร้างคüามเÿียĀายมากที่ÿุดต่ออุตÿาĀกรรมกุ้ง เพราะเมื่อกุ้งติดโรคนี้จะกินอาĀารน้อยลง มีลักþณะ

ตัüแดง  เปลือกนิ่ม มีจุดขาüเกิดข้ึนที่เปลือกÿ่üนĀัüของกุ้ง และมีอัตราการตาย 90-100% ภายใน 3-

10 üัน 
จากการýึกþาองค์คüามรู้ใĀม่ เพื่อนำมาใช้ในการยับยั้งการระบาด ซึ่งก็คือกระบüนการออ

โตฟาจี ออโตฟาจีเป็นกระบüนการกินตัüเองของเซลล์ ที่กำจัดโปรตีนĀรือองค์ประกอบของเซลล์ที่

เÿ่ือมÿภาพ โดยองค์ประกอบเĀล่านี้จะถูกบรรจุในถุงออโตฟาโกโซม (Autophagosome ) Āลังจาก

นั ้นออโตฟาโกโซมจะรüมตัüกับไลโซโซม (lysosome) ทำใĀ้เกิดการย่อยÿลายองค์ประกอบที่

เÿื่อมÿภาพได้ มีรายงานü่ากระบüนการออโตฟาจี มีคüามÿามารถในการกำจัดไüรัÿ โดยการยับยั้ง

การเพิ่มจำนüนไüรัÿเจ้าบ้าน (host) แต่ในอีกทางĀนึ่งก็มีรายงานü่า กระบüนการนี้ÿามารถถูกกระตุ้น

ด้üยไüรัÿ เพื่อช่üยไüรัÿในการแพร่กระจายในเซลล์เจ้าบ้านได้ โดยในกระบüนการออโตฟาจีมีโปรตีน

ท ี ่ ÿนใจค ือ  ร ูบ ิคอน  (Rubicon Āร ือ  Run domain Beclin-1 interacting and cysteine-rich 
containing) ซึ่งพบü่ามีคüามÿามารถในการยับยั้งกระบüนการออโตฟาจี 

รูบิคอน เป็นตัüคüบคุมกระบüนการออโตฟาจี (autophagy regulator) ซึ่งเป็นโปรตีนที่มี 

RUN domain ถูกระบุü่าเป็นĀน่üยย่อย PI3KC3 ผ่านการเชื่อมโยงกับ Beclin 1 รูบิคอนทำĀน้าที่

เป็นตัüคüบคุมเชิงลบของ PI3KC3 และจะยับยั ้งการเจริญเติบโตของออโตฟาโกโซม โดย RUN 
domain มีคüามÿำคัญอย่างยิ่งต่อการทำงานของรูบิคอน ในการยับยั้งกิจกรรมของ PI3KC3 lipid 
kinase และกระบüนการออโตฟาจี 

ดังนั้นในĀัüข้อÿĀกิจýึกþาครั้งนี้จึงÿนใจทำการýึกþาบทบาทของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัü

แดงดüงขาü โดยองค์คüามรู้ใĀม่ที่ได้ ÿามารถนำมาพัฒนาและประยุกต์ใช้ เพื่อช่üยแก้ไขปัญĀาการ

ระบาดของโรคตัüแดงดüงขาüในอุตÿาĀกรรมกุ้งต่อไป  
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1.2  üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย  

1) เพื่อýึกþาลำดับÿารพันธุกรรมของยีนรูบิคอนในกุ้งขาü 
2) เพื่อýึกþาบทบาทของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 

 
1.3  ขอบเขตของงานüิจัย  
 1) ค้นĀาและüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของรูบิคอนของกุ้งขาü 

2) ýึกþาการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในเนื้อเยื่อกุ้ง และในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
3) ýึกþาบทบาทของรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüด้üยเทคนิค RNA interference 

 
1.4  ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ 
 ได้ทราบถึงบทบาทของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü ซึ่งองค์คüามรู้นี้ÿามารถนำไป

พัฒนาและประยุกต์ใช้ในการแก้ปัญĀาการระบาดของโรคตัüแดงดüงขาüในอุตÿาĀกรรมกุ้ง 
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บทที่ 2  

ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง  
 
2.1  กุ้งขาü Penaeus vannamei 
 กุ้งขาü มีช่ือÿามัญภาþาอังกฤþ คือ pacific white shrimp มีช่ือüิทยาýาÿตร์ คือ Penaeus 
vannamei Āรือ Litopenaeus vannamei มีลำตัüÿีขาüใÿ Āางÿีแดง ปลายĀางจะมีÿีแดงเข้ม 
(V.N. and Gunalan., 2016) กุ้งขาüเป็นเป็นÿัตü์น้ำที่มีคüามÿําคัญทางเýรþฐกิจ เนื่องจากมีคüาม

ต้องการบริโภคกุ้งทะเลทั้งภายในประเทýและต่างประเทý และมีÿ่üนช่üยอย่างมากในการพัฒนา

เýรþฐกิจโลก ได้แก่ ประเทýจีน อินเดีย อินโดนีเซีย และเüียดนาม ซึ่งในปี 2020 มีการผลิตกุ้งขาüทั่ü

โลกอยู่ที่ประมาณ 5.82 ล้านตัน และมีอัตราการเติบโตต่อปีลดลง 2.15% โดยโรคที่เกิดในกุ้งขาü P. 
vannamei เป็นÿาเĀตุĀลักประการĀนึ่งที่ทำใĀ้ผลผลิตลดลง ÿ่üนใĀญ่เกิดจากการติดเช้ือไüรัÿและ

แบคทีเรีย (Ninawe and Selvin., 2009) การติดเชื้อไüรัÿมัก่อใĀ้เกิดคüามÿูญเÿียอย่างมากต่อการ

เ ล ี ้ ย ง ก ุ ้ ง  (Karunasaga and Ababouch., 2012) เ ช ่ น  white spot syndrome virus (WSSV), 
monodon-type baculovirus (MBV), infectious hypodermal and hematopoietic necrosis 
virus (IHHNV), hepatopancreatic parvovirus (HPV), และ  lymphoid parvo-like virus (LPV) 
เป็นต้น (Xu et al., 2022) 
 
2.2  ไüรัÿตัüแดงดüงขาü 

ไüรัÿตัüแดงดüงขาü (White spot syndrom virus; WSSV) ทำใĀ้เกิดโรคตัüแดงดüงขาü 
(White spot syndrome disease; WSD) ซึ่งเป็นโรคที่ร้ายแรงในอุตÿาĀกรรมกุ้ง ÿ่งผลกระทบอย่าง

มากต่ออุตÿาĀกรรมทั่üโลก ไüรัÿตัüแดงดüงขาüถูกพบครั้งแรกในปี 1992 Āลังจากการระบาดของ

โรคตัüแดงดüงขาüในฟาร์มกุ้งของจีน (Chou et al., 1995) และได้แพร่กระจายไปทั่üโซนĀลักของ

การเลี้ยงกุ้งในเอเชีย ออÿเตรเลีย อเมริกากลาง และอเมริกาใต้ (Bondad-Reantaso et al., 2001) 
โดยอาการของกุ้งที่ติดเช้ือไüรัÿตัüแดงดüงขาüจะเซื่องซึม ตับอ่อนเปล่ียนÿี กินอาĀารน้อยลง และมี

จุดขาüเกิดขึ้นที่เปลือกÿ่üนĀัüของกุ้ง อัตราการตายของกุ้งจะÿูงอย่างต่อเนื่อง โดยจะตาย 90 ถึง 

100% ภายใน 3 ถึง 10 üันĀลังการติดเช้ือ (Millard et al., 2021) ปัจจุบันยังไม่ÿามารถป้องกันĀรือ

ยับยั้งการÿูญเÿียทางเýรþฐกิจที่เกิดจากการระบาดของไüรัÿตัüแดงดüงขาüได้  
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2.3  ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง 
ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง เป็นระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่กำเนิด (innate immunity) เป็นระบบที่ 

ไม่ÿามารถจดจำคüามแตกต่างของÿิ่งแปลกปลอมĀรือจุลชีพต่างๆ ได้อย่างจำเพาะเจาะจง และไม่มี

การÿร้างแอนติบอดีที่มีคüามจำเพาะต่อÿิ่งแปลกปลอม ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งมี 2 ระบบคือ ระบบ

ภูมิคุ้มกันแบบที่มีการตอบÿนองโดยเซลล์ (cellular immune response) และระบบภูมิคุ้มกันที่มี

การตอบÿนองโดยการĀล่ังÿารน้ำ (humoral immune response)  
2.3.1 ระบบภูมิคุ้มกันแบบที่มีการตอบÿนองโดยเซลล์ (cellular immune response) 

เป็นการทำงานของเซลล์เม็ดเลือด ในการทำลายÿ่ิงแปลกปลอมĀรือเช้ือก่อโรคที่เข้า 
ÿู ่ร ่างกาย เช่น กระบüนการฟาโกไซโทซีÿ (phagocytosis) และ กระบüนการอะพอพโทซิÿ 

(Apoptosis) มีรายงานü่ามีบทบาทÿำคัญในการตอบÿนองการติดเชื ้อไüรัÿตัüแดงดüงขาüของกุ้ง  
(Wang and Zhang, 2008)  

2.3.2 ระบบภูมิคุ้มกันที่มีการตอบÿนองโดยการĀลั่งÿารน้ำ (humoral immune 
response) 

เป็นการทำงานของโปรตีนต่างๆ ที่อยู่ในน้ำเลือด เช่น แอคกูตินิน (agglutinin) ÿาร 
คล้ายไซโตไคน์และคอมพลี เมนต ์  (cytokine and complement like factors) โมด ู เลเตอร์  

(modulators) ÿารที ่เกี ่ยüข้องกับการแข็งตัüของเลือด (clotting proteins) และÿารน้ำที ่ เ ป็น

ผลิตภัณฑ์จากระบบโปรฟีนอลออกซิเดÿ ที ่อย ู ่ในเซลล์เม ็ดเลือด ÿารออกฤทธิ ์ต ้านจุลชีพ  

(antimicrobial peptide, AMPs) และกระบüนการÿร้างÿารเมลานินที่เปลือก (melanisation) ที่

เกี่ยüข้องกับระบบโปรฟีนอลออกซิเดÿ (prophenoloxidase cascade, proPO) (Soderhall and 
Cerenius., 1992) 
 
2.4  กระบüนการออโตฟาจี 

กระบüนการออโตฟาจี  Āมายถึงกระบüนการการกินตัüเองของเซลล์ เป็นกระบüนการที่เกิด

ปกติภายในเซลล์ต่างๆของร่างกาย เพื่อกำจัดโปรตีนĀรือองค์ประกอบของเซลล์ที่เÿ่ือมÿภาพ (Levine 
et al., 2008) โดยองค์ประกอบดังกล่าüจะถูกบรรจุอยู่ในถุงออโตฟาโกโซม (Autophagosome) 
Āลังจากนั้นออโตฟาโกโซมจะรüมตัüกับไลโซโซม (Lysosome) ทำใĀ้เกิดการย่อยÿลายองค์ประกอบ

ในออโตฟาโกโซมได้  กระบüนการออโตฟาจีถูกค้นพบครั้งแรกü่าเป็นกลไกการอยู่รอดในยีÿต์ที่ขาด

ÿารอาĀาร (Alvers et al., 2009) และกระบüนการออโตฟาจีมักถูกพบในผู้ป่üยที่มีคüามผิดปกติ

เกี่ยüข้องกับอายุ เช่น มะเร็ง เบาĀüาน และโรคที่เกี่ยüกับระบบประÿาท (Huang et al., 2007) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาพท่ี 2.1 แÿดงกระบüนการและกลไกคüบคุมĀลักของออโตฟาจี 

ที่มา : https://doi.org/10.1038/s41580-018-0033-y 
 
โดยกระบüนการออโตฟาจี แบ่งเป็น 5 ขั้นตอน ดังนี้ (Hansen et al., 2018) 

1) Autophagy initiation 
เป็นกระบüนการเติมĀมู่ฟอÿเฟตเพื่อกระตุ้นการทำงานของกลุ่มโปรตีนเริ่มต้น เช่น ATG 

2) Membrane nuclear ion and phagophore formation 
เป็นขั้นตอนเริ่มÿร้างเยื่อĀุ้มฟาโกฟอร ์(Phagophore) โดยเยือ่Āุ้มจะก่อตัüเป็นรูปถ้üยเพื่อ 
โอบล้อมโปรตีน องค์ประกอบของเซลล์ที่เÿ่ือมÿภาพ Āรือÿ่ิงแปลกปลอมที่เข้ามาในเซลล์ 

3) Phagophore expansion 
ในขั้นตอนนี้เยื่อĀุ้มฟาโกฟอร์จะเกิดการ elongation เพื่อขยายและÿร้างถุงฟาโกฟอร์ เพือ่เก็บโปรตีน 

องค์ประกอบของเซลล์ที่เÿ่ือมÿภาพ และÿ่ิงแปลกปลอมที่เข้ามาในเซลล์ 
4) Fusion with the lysosome 

เมื่อฟาโกฟอร์ปิดÿนิทจะกลายเป็นออโตฟาโกโซม Āลังจากนั้นออโตฟาโกโซมจะรüมตัüกับไลโซโซม  
5) Degradation  

ÿุดท้ายจะเกิดการย่อยÿลายโปรตีนĀรือองค์ประกอบที่เÿ่ือมÿภาพในออโตฟาโกโซมได้  
       
2.5  กระบüนการออโตฟาจีกับไüรัÿ 

กระบüนการออโตฟาจี ทำĀน้าที่ÿร้างÿมดุลเมแทบอลิซึมของเซลล์ และÿ่งเÿริมการอยู่รอด 
ของเซลล์ในÿภาüะเครียด (Mizushima et al., 2008) โดยมีรายงานü่าได้มีการÿ่งÿัญญาณกระตุ้น

กระบüนการออโตฟาจี ในระĀü่างการติดเช้ือไüรัÿ โดยทำĀน้าที่เป็นกลไกเฝ้าระüังที่ÿ่งแอนติเจนของเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไüรัÿไปยังไลโซโซมเพื่อกำจัดไüรัÿ โดยÿ่งÿ่üนประกอบของไüรัÿไปยังเอนโดโซม (endosome) เพื่อ

กระตุ้นการÿ่งÿัญญาณภูมิคุ้มกันโดยธรรมชาติ (Delgado et al., 2009) นอกจากนี้ออโตฟาโกโซม ยัง

ม ีคüามÿามารถในการดักจับ และย่อยÿลายเชื ้อโรคภายในเซลล์ Āร ือเร ียกü่ากระบüนการ 

xenophagy ซึ่งเป็นคüามÿามารถในการต้านไüรัÿของออโตฟาโกโซม (Virgin et al., 2009) ในทาง

กลับกัน พบü่ามีไüรัÿบางตัüÿามารถกระตุ้นกระบüนการออโตฟาจี เพื่อประโยชน์ของตัüไüรัÿเอง เช่น 

การช่üยเพิ่มปริมาณไüรัÿ เป็นต้น (Virgin et al., 2009) ดังนั้นไüรัÿจึงได้พัฒนาüิธีการต่างๆ มากมาย

เพื่อยับยั้งและทำลายกระบüนการออโตฟาจี และเพื่อประโยชน์ของตัüมันเอง 
        
2.6  กระบüนการออโตฟาจีในกุ้ง  

กระบüนออโตฟาจี มีÿ่üนร่üมในการติดเช้ือไüรัÿในÿัตü์จำพüกครัÿเตเชียน เช่น ไüรัÿตัüแดง

ดüงขาü (WSSV) เป็นเชื้อก่อโรคร้ายแรงที่ÿุดÿำĀรับกุ้งที่เลี้ยงในฟาร์ม  ซึ่งกระบüนการออโตฟาจีมี

บทบาทต้านไüรัÿโดยการทำลายอนุภาคไüรัÿโดยตรง Āรือคüบคุมการอักเÿบและการตอบÿนอง

ภูมิคุ้มกันที่เกี่ยüข้องกับ interferon (Derelict et al, 2012) 
2.6.1 กระบüนการออโตฟาจีในกุ้ง Litppenaeus vannamei 

 มกีารýึกþานี้ได้ทำการýึกþากุ้งขาü L. vannamei  โดยใช้ Rapamycin ซึ่งเป็น 
ÿารคüบคุมกระบüนการเซลล์กินตัüเอง (autophagy modulator) ÿามารถตัüยับยั้งการÿ่งÿัญญาณ 

mTOR ซึ่งเป็นตัüเĀนี่ยüนำใĀ้เกิดกระบüนการออโตฟาจี (Blommaart et al, 1995) ÿ่งผลใĀ้เกิด

การยับยั้งกระบüนการออโตฟาจี เมื่อฉีด Rapamycin จะทำใĀ้เกิดการÿ่งÿัญญาณ PI3K-Akt ซึ่งจะ

ÿ่งผลต่อกระบüนการออโตฟาจี โดย PI3K ทำใĀ้ mTOR ตอบÿนองต่อÿิ ่งแüดล้อมอย่างรüดเร็ü 

คüบคุมเมแทบอลิซึมของเซลล์ ตอบÿนองต่อภูมิคุ ้มกัน โดยการคüบคุม kinase Akt ซึ ่งการÿ่ง

ÿัญญาณ PI3K-AKT-mTOR จะทำใĀ้เกิดการยับยั้งกระบüนการออโตฟาจี (Wu et al., 2019) 
MicroRNAs (miRNAs) เป็นÿารคüบคุมĀลังการถอดรĀัÿที่ÿำคัญ มีบทบาทÿำคัญ 

ในการต้านทานต่อÿภาพแüดล้อมที ่ไม่พึงประÿงค์โดยการคüบคุมกระบüนการออโตฟาจี จาก

ผลงานüิจัยพบü่า pva-miR-252 ในกุ้งขาüÿามารถคüบคุมกระบüนการออโตฟาจีผ่าน PvPI3K และ

ปรับปรุงการทำงานของเอนไซม์ในกุ้งขาü ภายใต้คüามเครียดจากแอมโมเนียไนโตรเจน (Wang et 
al., 2021) 

2.6.2 กระบüนการออโตฟาจีในกุ้ง Cherax quadricarinatus 
การติดเช้ือไüรัÿตัüแดงดüงขาü เกิดการกระตุ้นกระบüนการออโตฟาจีในเซลล์ Hpt 

ของกุ้ง  C. quadricarinatus ซึ่งพบออโตฟาโกโซมที่มี WSSV virions อย่างชัดเจนจากการüิเคราะĀ์

ด้üยกล้องจุลทรรýน์อิเล็กตรอนแบบÿ่องผ่าน (TEM) โดยโปรตีน CqGABARAP ในเซลล์ Hpt ของกุ้ง 
C. quadricarinatus มีÿ่üนช่üยในการรüมตัüของไüรัÿตัüแดงดüงขาüในไซโตพลาÿซึม (Chen et al, 
2016) ดังนั ้นผลจากงานüิจัยนี้พบü่า เมื ่อกุ้งเครฟิช C. quadricarinatus ติดโรคตัüแดงดüงขาü 

กระบüนการออโตฟาจีจะถูกกระตุ้น เพื่อช่üยเพิ่มจำนüนไüรัÿในกุ้ง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.7  รูบิคอน 
          จากผลงานüิจัยที่ผ่านมา พบü่ารูบิคอนมีบทบาทในĀลายกระบüนการ เช่น ออโตฟาจี ฟาโก

ไซโตซีÿ และ CBM complex ร ูบิคอน เป็นตัüคüบคุมกระบüนการออโตฟาจี (autophagy 
regulator) ซึ่งเป็นโปรตีนที่มี RUN domain ถูกระบุü่าเป็นĀน่üยย่อย PI3KC3 ผ่านการเช่ือมโยงกับ 

Beclin 1 รูบิคอนทำĀน้าที่เป็นตัüคüบคุมเชิงลบของ PI3KC3 และจะยับยั้งการเจริญเติบโตของออ

โตฟาโกโซม โดย RUN domain มีคüามÿำคัญอย่างยิ ่งต่อการทำงานของรูบิคอน ในการยับยั้ง

กิจกรรมของ PI3KC3 lipid kinase และกระบüนการออโตฟาจี (Sun et al., 2011) อีกทั้งยังพบü่า รู

บิคอนเป็นตัüยับยั้งการตอบÿนองของการÿ่งÿัญญาณ  pattern recognition receptors (PRR) ที่

เป็นÿ่ือกลาง CBM complex เพื่อป้องกันการตอบÿนองการอักเÿบ (Gross et al., 2006) รูบิคอนใน

กระบüนการออโตฟาจี กระบüนการฟาโกไซโตซีÿ และ CBM complex นั้นจะทำĀน้าที ่ต่างกัน 

ดังนั้นรูบิคอนจึงกำĀนดเป้าĀมายการÿ่งÿัญญาณที่แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับÿ่ิงเร้าจากÿ่ิงแüดล้อม รüมถึง

การตอบÿนองทางภูมิคุ้มกันต่างๆ ต่อการติดเช้ือจุลชีพ โดยเฉพาะเชื้อไüรัÿ (Yang et al., 2012) 

 

2.8  RNA interference  
RNA interference (RNAi) เป็นกระบüนการยับยั้งการทำงานของยีน โดยการแทรก 

messenger RNA (mRNA) บนยีนเป้าĀมายด้üยอาร์เอ็นเอÿายคู่ (dsRNA) ที่มีคüามจำเพาะเจาะจง 

ÿ่งผลใĀ้ mRNA ถูกทำลายและĀยุดการÿร้างโปรตีน (Zamore et al., 2000) RNAi เป็นÿ่üนÿำคัญ

ต่อการตอบÿนองทางภูมิคุ้มกันต่อไüรัÿและÿารพันธุกรรม (Judge et al., 2005) ทั้งนี้ RNAi เป็นตัü

คüบคุมที ่ÿำคัญต่อคüามเÿถียรของจีโนม และการแÿดงออกของยีน (Castel et al., 2013) ซึ ่งมี

Āน้าที่ÿำคัญในยูคาริโอต โดยการคüบคุมการแÿดงออกของยีนที่เกี่ยüข้องกับการทำงานทางÿรีรüิทยา

ของเซลล์ต่างๆ RNAi ÿามารถจดจำ dsRNA ที่เกี่ยüข้องกับไüรัÿ และÿามารถย่อยÿลายมันได้ดังนั้น

จึงฆ่าไüรัÿได้ (Li et al., 2021) 
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บทที่ 3  

üิธีการดำเนินงานüิจัย  
 

3.1 การüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของยีนรูบิคอน 
3.1.1 การÿืบค้นข้อมลู  

ค้นĀาข้อมูลของยีน/โปรตีนที่ทำงานในกระบüนการออโตฟาจี ที่อาจจะมีÿ่üนÿำคัญ 
Āรือมีบทบาทเกี่ยüข้องกับการติดไüรัÿในÿ่ิงมีชีüิต โดยทำการÿืบค้นüารÿาร และผลงานตีพิมพ์ของ

งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง และได้ยีนที่ÿนใจนำมาýึกþาต่อ คือ รูบิคอน 
3.1.2 การĀา Conserve domain 

1. ค้นĀาลำดับÿารพันธุกรรมของรูบิคอนในกุ้งขาü Penaeus vannamei จาก 
ฐานข้อมูล NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

2. เลือกลำดับนิüคลีโอไทด์ (nucleotide) เฉพาะบริเüณ CDS (Coding 
Sequence) ไปทำการแปรรĀัÿ (Translate) ใĀ้ได้เป็นลำดับกรดอะมิโน (amino acid) ด้üยโปรแกรม 

Translate tool ใน Expasy (https://web.expasy.org/translate/) 
3. นำลำดับกรดอะมิโนของรูบิคอนมาทำนาย conserved domain ด้üยโปรแกรม 

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) 
3.1.3 การÿร้าง phylogenetic tree 

1. ค้นĀาลำดับกรดอะมิโนของรูบิคอนในÿ่ิงมีชีüิตอื่น ๆ โดยเฉพาะÿ่ิงมีชีüิตที่ถูกจัด 
อยู่ในกลุ่มเดียüกับกุ้ง จากฐานข้อมูล NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

2. จากข้อมูลลำดับกรดอะมิโนอยู่ในรูปแบบ FASTA โดยใช้โปรแกรม TAB to  
FASTA (http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/biology/sequences/tab_ 
to_fasta.php) 

3. นำลำดับกรดอะมิโนของรูบิคอนจากแต่ละÿ่ิงมีชีüิตมาเปรียบเทียบ โดยเลือก 
คำÿ่ัง ‘alignNent’ โดยการเปิด fasta file ผ่านโปรแกรม MEGA11 และบันทึกไฟล์เป็น

รูปแบบ .MEGA 
4. ทำการÿร้าง phylogenetic tree ด้üยโปรแกรม MEGA11 โดยเลือก Test of 

Phylogeny ใĀ้เป็น Bootstrap method และเลือก no. of Bootstrap Replications ใĀ้เป็น 1000  
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3.2 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในเน้ือเยื่อกุ้งปกติ 
 นำ cDNA ที่ได้จากเนื้อเยื่อกุ้งประกอบด้üย เĀงือก (Gill) ลำไÿ้ (Intestine) ต่อมน้ำเĀลือง 

(Lymphoid) Āัüใจ (Heart) กระเพาะ (Stomach) ตับและตับอ่อน (Hepatopancreas) และ เลือด 

(Hemocyte) มาตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนด้üยเทคนิค quantitive PCR (qPCR) เริ่ม

จากการเตรียมÿ่üนประกอบÿำĀรับการทำ qPCR โดยใช้ÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR และ

อุณĀภูมิในการทำ qPCR ดังแÿดงในตารางที่ 3.1 และตารางที่ 3.2 ตามลำดับ 
 
ตารางที่ 3.1 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
Luna qPCR mix enzyme (NEB) 
10 µM forward primer 
10 µM reverse primer 
UP H2O 
Template cDNA 
Total Volume (master mix = 9 µL) 

5  
0.15  
0.15  
3.7  
1  
10 

 
ตารางที่ 3.2 แÿดงอุณĀภูมิและระยะเüลาในการทำ qPCR แต่ละขั้นตอน (PCR Condition) 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Final extension 

95 °C 
95 °C 
60 °C 

60 - 95 °C 

1 นาที        
15 üินาที        
30 üินาที        
7 นาที        

 
40 รอบ 

 
ในการทดลองนี้ ได้ทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอน โดยจะใช้เป็น internal 

control โดยจะทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน Elongation factorı1 alpha (EF-1α) ซึ่ง

เป็น House keeping gene ที่มีการแÿดงออกคงที่ โดยจะทำการüิเคราะĀ์ผลการแÿดงออกของยีนรู

บิคอน ในเยื ้อเยื ่อต่าง ๆ ตามÿมการ (mathematic model) ของ PfaffI ที่กำĀนดค่า relative 
expression เท่ากับ  2ıŉŉ$t (PfaffI., 2001) 
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3.3 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
3.3.1 การเตรียมบ่อÿำĀรับเลี้ยงกุ้ง และการเก็บตัüอย่างกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 

เตรียมบ่อÿำĀรับเล้ียงกุ้ง ซึ่งกุ้งที่ใช้ในการทดลองจะมีการตรüจโรคด้üย strip test 
โดยทำการÿุ่มตรüจทั้งüิบริโอ ไüรัÿ และแบคทีเรียที่พบการระบาด จากนั้นเติมน้ำที่มีค่าคüามเค็มที่ 

10 ppt ปริมาตร ¾ ของบ่อ ทำการเตรียมÿารละลายไüรัÿÿำĀรับฉีดไüรัÿเข้ากุ้ง เริ่มจากเจือจาง

คüามเข้มข้นของไüรัÿตัüแดงดüงขาü  10-4  เท่า ฉีดไüรัÿตัüแดงดüงขาüที่เจือจางแล้ü เข้ากุ้งตัüละ 50 

µL โดยใช้เข็มอินซูลิน จากนั้นจะทำการเก็บตัüอย่างทั้งเลือดและเĀงือก Āลังจากกุ้งติดไüรัÿที่ 0 24 

และ 48 ช่ัüโมง ในการเก็บตัüอย่างเลือดจะทำการเตรียมเข็มอินซูลิน ที่มีÿารป้องกันการแข็งตัüของ

เลือด 10% Trisodium citrate (anti coagulant) ปริมาตร 100 µL ทำการดูดเลือดกุ้งจากแอ่งเลือด 

จากนั้นนำเลือดที่ได้มาฉีดใÿ่Āลอด 1.5-mL ที่มี Genezol 500 µL และนำไป vortex ใĀ้เข้ากัน ใน

ÿ่üนของการเก็บตัüอย่างเĀงือก เก็บช้ินÿ่üนเĀงือกของกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü มาใÿ่ในĀลอด 1.5-

mL ที่มี Genezol 200 µL บดใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน เติม Genezol 300 µL และนำไป vortex ใĀ้เข้า

กัน เก็บตัüอย่างที่ได้ในตู้เย็น -80°C เพื่อนำไปÿกัดอาร์เอ็นเอต่อไป 
 เĀตุผลในการเลือกตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในเลือดและเĀงือก 

เนื่องจากในเลือดจะมีการตอบÿนองต่อการรุกรานของเช้ือโรคได้ดี และไüรัÿจะÿามารถเพิ่มจำนüนได้

ดีที่เĀงือก  
3.3.2 การÿกัดอาร์เอ็นเอจากตัüอย่างกุ้ง 

1. นำตัüอย่างกุ้งที่อยู่ใน Genezol มาทำการÿกัดอาร์เอน็เอ เริม่จากการเติม 
Chloroform 100 µl จากนั้นทำการผÿมใĀ้เข้ากันโดยการ vortex เป็นเüลา 30 üินาที นำไปทำการ

ป่ันเĀü่ียง  (centrifugation) ที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg ที่อุณĀภูมิ 4°C เป็นเüลา 15 นาที 
2. เมื่อทำการป่ันเĀü่ียงเÿร็จแล้ü จะได้ÿารละลายเป็น 3 ÿ่üน คือÿ่üนของ 

ÿารละลายใÿ (ช้ันบน)  ตะกอนโปรตีน (ช้ันกลาง) และÿ่üนÿารละลายใÿÿีชมพู (ช้ันล่าง) ใĀ้ทำการดูด

ÿารÿ่üนใÿมาใÿ่Āลอด 1.5-mL ใĀม่ จากนั้นเติม isopropanol (ที่เย็น) 1 volume แล้üทำใĀ้เข้ากัน

โดยการ พลิกĀลอดกลับไปมาจำนüน 20 ครั้ง และตั้งทิ้งไü้ที่อณุĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 15 นาที  
3. จากนั้นทำการป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg ที่อุณĀภูมิ 4°C เป็นเüลา 

15 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง และเĀลือตะกอนÿีขาüขุ่นที่ก้นĀลอด  
4. เติม 70% Ethanol (ที่เย็น) 500 µL แล้üทำใĀ้ÿารละลายเข้ากันโดย พลิก 

Āลอดกลับไปมาจำนüน 20 ครั้ง จากนั้นนำไปป่ันเĀü่ียงอีกครั้ง ที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg ที่อุณĀภูมิ 

4°C เป็นเüลา 15 นาที 
5. เทÿ่üนใÿทิ้ง จะเĀลือตะกอน จากนั้นทำการป่ันเĀü่ียงอีกรอบที่คüามเร็üรอบ 

12,500 xg อุณĀภูมิ 4°C เป็นเüลา 5 นาที 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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6. ดูดÿารละลายที่เĀลือออกจนĀมด ใĀ้เĀลือไü้เพียงตะกอนเท่านั้น แล้üเปิดฝา 
Āลอดทดลองเอาไü้ เพื่อเป็นการตากตะกอน (air dry) รอจนตะกอนเปล่ียนÿี จากÿีขาüขุ่นเป็นÿีใÿ 

ประมาณ 10 นาท ี
7. เติมน้ำ DEPC เพื่อละลายตะกอน โดยตั้งทิ้งไü้บนน้ำแข็งเป็นเüลา 30 นาที โดย 

ทุกๆ 10 นาที จะทำใĀ้เข้ากัน (mix) และ spin down  
8. üัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer เริ่มจากเปิด 

เครื่อง nanodrop ตั้งค่า blank โดยใช้น้ำ DEPC ทำการปิเปตÿารละลายตัüอย่าง 1 µL กดปุ่มüัด

คüามเข้มข้น และทำการบันทึก เมื่อüัดเÿร็จแล้üใĀ้ทำการล้างด้üยน้ำ DEPC อีกครั้งเพื่อทำคüาม

ÿะอาด 
9. อาร์เอ็นเอที่ÿกัดได้จากตัüอย่างกุ้ง เมื่อüัดคüามเข้มข้นแล้ü จะนำมาปรับใĀ้มี 

คüามเข้มข้นเท่ากัน ถ้าเป็นตัüอย่างจากเม็ดเลือดจะปรับใĀ้มีคüามเข้มข้น 100 ng/µL และถ้าเป็น

ตัüอย่างจากเĀงือกจะปรับใĀ้มีคüามเข้มข้น 300 ng/µl เพื่อนำไปใช้ในการÿร้าง cDNA ต่อไป 
 

3.3.3 การÿร้าง first–stranded cDNA  
1. นำตัüอย่างอาร์เอ็นเอที่ÿกัดไดม้าÿร้างเป็น cDNA ด้üยชุด RevertAid reverse 

transcriptase (Thermoscientific) โดยทำการเตรียมÿารประกอบที่ใช้ในการÿร้าง cDNA ดังแÿดง

ในตารางที่ 3.3 
2. จากนั้นนำไปเข้าเครื่อง PCR เพื่อÿร้าง cDNA ที่อุณĀภูมิ 42°C เป็นเüลา 90 

นาที และอุณĀภูมิ 70°C เป็นเüลา 15 นาที  
3. เก็บ cDNA ที่ -20°C  

 
ตารางที่ 3.3 แÿดงÿ่üนประกอบจากชุด RevertAid First Strand cDNA Synthasis 
                 (Thermoscientific) ของÿารที่ใช้ในการÿร้าง cDNA  

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
5X reaction buffer 
10 mM dNTP mix 
Oligo dT primer 
Ribolock RNase inhibitor 
RevertAid- reverse transcriptas 
RNA+DEPC H2O 
Total volume 

1 
0.5 
0.25 
0.25 
0.25 
2.75 

5  
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3.3.4 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอน 
  นำ cDNA ที่ÿร้างไดม้าทำใĀ้เจือจาง 5 เท่า ด้üยน้ำ UP H2O จากนั้นนำไปใช้เป็น

แม่แบบ (DNA template) ในการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüง

ขาüด้üยเทคนิค qPCR (ตามรายละเอียดที่ระบุในĀัüข้อ 3.2) 
 
3.4 การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีนรูบิคอน 

3.4.1 การเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR (PCR amplification) 
ทำการเพิม่จำนüน DNA ของยีนรูบิคอนจาก cDNA ของกุ้งขาü ด้üยเทคนิค PCR 

โดยใช้ÿ่üนประกอบในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอ และอุณĀภูมิการทำ PCR ดังแÿดงในตารางที่ 3.4 และ

ตารางที่ 3.5 ตามลำดับ 
 

ตารางที่ 3.4 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR 

 
ตารางที่ 3.5 ขั้นตอนการทำ PCR (PCR amplification) 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

94 °C 
94 °C 
58 °C 
72 °C 
72 °C 

2 นาที        
30 üินาที        
30 üินาที        
1 นาที        
5 นาที        

 
 

30 รอบ 

 
 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
UP H2O 
10x PCR buffer   
10µM dNTPsmix 
10µM Forward primer  
10µM Reward primer  
Taq DNA polymerase 
cDNA ของกุ้งขาü 
total Volume 

40.25  
5  
1  

0.75  
0.75  
0.25  

2  
50 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4.2 การตรüจÿอบชิ้นดีเอ็นเอด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis และ การ

üัดคüามเข้มขน้ด้üย nanodrop spectrophotometer 
นำ PCR product ที่ได้มาทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis และนำไปüัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer  
1. เทคนิค agarose gel electrophoresis 
เตรียม agarose gel คüามเข้มข้น 1.2% เริ่มจากการช่ัง agarose gel 1.2 กรัม ใÿ่ 

ในขüด Āรือ flask เติมบัฟเฟอร์ 1xTBE ปริมาตร 100 ml จากนั้นทำใĀ้เจลละละลายโดยการนำไป

เข้าไมโครเüฟเป็นเüลา 1-2 นาที เมื่อได้ÿารละลาย agarose gel ที่ÿารละลายเป็นเนื้อเดียüกัน üาง

พักไü้จนอุณĀภูมิประมาณ 60°C เติมÿารย้อมดีเอ็นเอ (Red safe) 3 และ 5 µL ตามปริมาตรเจล 15 

และ 25 mL ตามลำดับ 
2. การüัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer 
การüัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer เริ่มจากเปิด 

เครื่อง nanodrop จากนั้นทำการตั้งค่า blank โดยใช้น้ำ DEPC และทำการปิเปตÿารละลายตัüอย่าง 

1 µL กดปุ่มüัดคüามเข้มข้นและทำการบันทึก เมื่อüัดเÿร็จแล้üใĀ้ทำการล้างด้üยน้ำ DEPC อีกครั้ง

เพื่อทำคüามÿะอาด 
โดยจะทำการบันทึกอัตราÿ่üนการดูดกลืนแÿง 260/280 (A260/280) เป็นตัüบ่งชี้การ 

ปนเป้ือนในโปรตีน ถ้าค่าที่üัดได้มากกü่าĀรือเท่ากับ 1.8 จะÿามารถบอกได้ü่าตัüอย่าง DNA นั้นไม่มี

โปรตีนปนเป้ือนและอัตราÿ่üนการดูดกลืนแÿง 260/230 (A260/230) นั้นค่าที่มากกü่า 1.8 จะÿามารถ

บอกได้ü่าตัüอย่าง DNA ไม่มีการปนเป้ือนÿารประกอบอินทรีย์ (inorganic solvent) เช่น ÿารละลาย

เอทานอล 
 

3.4.3 การทำดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธิ ์ (PCR purification) ÿามารถทำได้ 2 แบบ ใช้ชุด 

GenepHlow™ Gel/PCR (Geneaid) 
ทำ PCR product ใĀ้บริÿุทธ์ิ จากนั้นนำไปüัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop 

spectrophotometer และตรüจÿอบการแÿดงออกด้üยเทคนิค agarose gel  electrophoresis อีก

ครั้ง (ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.4.2)  
1. ในขั้นตอนการทำดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธ์ิ ÿามารถทำได้ 2 แบบ แบบแรกคือการรัน 

PCR product ด้üย agarose gel จากนั้นตัดชิ้นÿ่üนเจลเฉพาะบริเüณที่ต้องการ ÿ่üนแบบที่ÿองคือ

นำÿารละลาย PCR product มาทำใĀ้บริÿุทธ์ิเลย โดยแบบแรกเมื่อตัดช้ินÿ่üนเจล และนำไปละลาย

เจลที่อุณĀภูมิ 55°C เป็นเüลา 15 นาที spin down รอละลายจนĀมด ÿ่üนแบบที่ÿอง ÿามารถเติม 

Gel/PCR buffer 5 volume ต่อ PCR product 1 volume และทำขั้นตอนต่อไปได้เลย 
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2. ประกอบ column และ collection tube จากนั้นปิเปตÿารละลายตัüอย่างใÿ่ 
column 800 µL แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 30 üินาที ทิ้งÿารละลาย

ใน collection tube 
3. เติม W1 buffer 400 µl แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็น 

เüลา 30 üินาที ท ิ ้งÿารละลายใน  collection tube และเติม Wash buffer 600 µl ตั ้งท ิ ้งไü้

อุณĀภูมิĀ้อง 1 นาที และนำไปปั ่นเĀüี ่ยงที ่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 30 üินาที ทิ้ง

ÿารละลายใน collection tube แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงอีกครั้งที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 3 

นาที 
4. ย้าย column ไปĀลอดทดลอง 1.5-mL จากนั้นเติม UP H2O (ที่ผ่านการอุ่นใĀ้ 

ร้อน) ปริมาตร 20-50 µl ลงใน column ตั้งทิ้งไü้ 2 นาที แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 

xg เป็นเüลา 2 นาที 
5. นำ DNA ที่ได้มาผ่านการทำใĀ้บริÿุทธ์ิ (purified PCR product) ที่ได้มาüัดคüาม 

เข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer และทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis (ตามที่ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
 

3.4.4 การ ligation  
ทำการเช่ือม (ligation) ช้ินÿ่üนของยีนกับ vector pGEM-T easy โดยแÿดงดังภาพ 

ที่ 3.1 และใช้ÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการทำ ligation แÿดงดังตารางที่ 3.6 จากนั้นนำไปบ่ม

ที่อุณĀภูมิ 4°C เป็นเüลา 16-18 ชั่üโมง (ข้ามคืน) 
 

ภาพท่ี 3.1 pGEM®-T Easy Vector (promega) 
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ตารางที่ 3.6 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการทำ ligation 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
Nuclease-free water 
10X Rapid Ligation buffer 
pGEM-T easy vector (50ng/ µL) 
PCR product  
T4 DNA ligase 
Total Volume 

4.8 
1  

0.5 
2.7 
1 
10 

    
3.4.5 การ Transformation  

ทำการ Transformation  และคัดเลือกด้üยเทคนิค blue-white screening 
1. นำ competent cell E. coli ÿายพันธ์ุ DH-α5 มาเติมÿารละลาย ligation 

mixture 5 µL ที่เตรียมไü้ แล้üüางบนน้ำแข็งเป็นเüลา 30 นาที  
2. นำไปใĀ้คüามร้อนที่อุณĀภูมิ 42°C เüลา 1 นาที และนำไปแช่เย็นไü้บนน้ำแข็ง 
3. เติมอาĀารเล้ียงเชื้อ LB 900 µL (แÿดงในตารางที่ 3.7) แล้üนำไปเล้ียงที่เครื่อง 

shaker อุณĀภูมิ 37°C 200 rpm เป็นเüลา 1 ชั่üโมง 
4. เตรียมอาĀารเล้ียงเชื้อ (selective media) ÿำĀรับการทำ blue-white 

screening โดยนำยาปฏิชีüนะแอมพลิซิลิน (Ampicillin) Amp, X-gal, IPTG มาทำการ spread ลง

บนอาĀาร LB agar (แÿดงในตารางที่ 3.8) 
5. นำเช้ือที่บ่มไü้มาป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 3,500 rpm เป็นเüลา 3 นาที เท 

อาĀารออกบางÿ่üน นำอาĀารที่เĀลือมาละลายตะกอน และทำการ spread ลงบนอาĀารเล้ียงเชื้อที ่
เตรียมไü้ และนำไปบ่มที่ 37°C ข้ามคืน 

 
ตารางที่ 3.7 แÿดงÿ่üนประกอบของอาĀารเล้ียงเชื้อ LB 

 
 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (g) 
Yeast extract 
Peptone 
NaCl 
H2O 

0.5 
1 
1 

100 mL 
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ตารางที่ 3.8 แÿดงÿ่üนประกอบของอาĀารเล้ียงเชื้อ (selective media) ÿำĀรับการคัดเลือกแบบ 
                 blue-white screening 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
100 mg/ml Ampicillin 
20 mg/ml X-gal 
100mM  IPTG 
Sterile H2O 

20 
40 
10 
100 

 
3.4.6 การคัดเลือก positive control ด้üยเทคนคิ colony PCR  

ทำการเลือกโคโลนี (colony) ÿีขาü มาตรüจÿอบ positive clone ด้üยเทคนิค 
colony PCR และตรüจÿอบผลด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis  

1. เตรียม 8-strip PCR tube ใÿ่น้ำ UP H2O (sterile) Āลอดละ 5 µL ทำการเลือก 
โคโลนีÿีขาü 8 โคโลนีมาละลายใน 8-strip PCR tube โดยจะนำÿารละลาย 1 µL มาเป็นแม่แบบใน

การทำ colony PCR  
2. Colony PCR amplification โดยใช้ÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการเพิ่ม 

จำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR และอุณĀภูมิ แÿดงดังตารางที่ 3.9 และตารางที่ 3.10 ตามลำดับ 
3. ตรüจÿอบ PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามที ่

ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
4. เลือก positive colony มา 3 โคโลนี นำไปเล้ียงเชื้อในอาĀารเล้ียงเชื้อ LB-Amp 

จากนั้นนำไปเล้ียงที่ shaker อุณĀภูมิ 37°C 200 rpm เป็นเüลา 16-18 ชั่üโมง 
 
ตารางที่ 3.9 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
UP H2O 
10X PCR buffer 
10 mM dNTPs mix 
10 µM forward primer 
10 µM reverse primer 
Taq DNA polymerase  
DNA template  
Total volume 

20.15 
2.5 
0.5 

0.375 
0.375 
0.125 

1 
25 
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ตารางที่ 3.10 แÿดงขั้นตอนการทำ PCR (PCR amplification) 
ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 

Initial Denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

94 °C 
94 °C 
58 °C 
72 °C 
72 °C 

2 นาที        
30 üินาที        
30 üินาที        
1 นาที        
5 นาที        

 
 

30 รอบ 

 
3.4.7 Plasmid extraction โดย Presto™ Mini Plasmid Kit (Geneaid) 

เมื่อได้ positive clone จะนำโคโลนีนั้นไปเล้ียงในอาĀารเล้ียงเช้ือ LB-amp ที ่
อุณĀภูมิ 37°C ข้ามคืน ÿำĀรับทำการÿกัดพลาÿมิด  

1. นำĀลอดที่เล้ียงเชื้อไü้ ไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 6,500 xg เป็นเüลา 5 นาที 
เทอาĀารเล้ียงเชื้อออก และละลายตะกอนด้üย PD1 buffer ปริมาตร 200 µL 

2. ปิเปตÿารละลายทั้งĀมดใÿ่Āลอดขนาด 1.5-mL ใÿ่ PD2 buffer ปริมาตร 200 
µl ทำใĀ้เข้ากันโดยพลิกĀลอดไปมา (invert) 10 ครั้ง และตั้งทิ้งไü้ที่อณุĀภูมิĀ้อง 2 นาท ี

3. ใÿ่ PD3 buffer ปริมาตร 300 µL ทำใĀ้เข้ากันโดยพลิกĀลอดไปมา (invert) 
10 ครั้ง แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 10 นาที  

4. เตรียม PDH column ขนาด 2 mL จากนั้นปิเปตÿ่üนใÿทั้งĀมดประมาณ 700 
µL ลงใน PDH column นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg เป็นเüลา 30 üินาที และทิ้งÿารละ 

ลายที่อยู่ใน collection tube ทิ้ง 
5. ปิเปต W1 400 µL ลง column นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็น 

เüลา 30 üินาทีและทิ้งÿารละลายที่อยู่ใน collection tube ทิง้ 
6. ปิเปต Wash buffer 600 µl ลงใน column แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 

11,000 xg เป็นเüลา 30 üินาที ทิ้งÿารละลายที่อยู่ใน collection tube ทิ้งและนำไปป่ันเĀü่ียงที่

คüามเร็üรอบ 11,000 xg ต่ออีก 3 นาที จากนั้นนำ column ใÿ่Āลอด 1.5-mL ใĀม่ 
7. ใÿ่ Elution buffer 35 µL ทิ้งไü้ 2 นาท ีแล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 

11,000 xg เป็นเüลา 2 นาที  
8. นำÿารละลายพลาÿมิดไปüัดคüามเข้มข้น ด้üยเครื่อง nanodrop spectropho 

Tometer (ตามทีร่ะบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
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 3.4.8  การคัดเลือก positive clone ด้üยการตัดด้üยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI 
นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้มาตรüจÿอบ ด้üยการตัดด้üยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI ทำการ 

ตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis และนำพลาÿมิดไปüัดคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง 

nanodrop spectrophotometer (ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.4.2)  
1. นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้มา cut check ด้üย restriction enzyme EcoRI โดยมีราย 

ละเอียดตามตารางที่ 3.11 บ่มที่อุณĀภูมิ 37°C เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 
  2. ทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามที่ระบุไü้ใน 

Āัüข้อ 3.4.2) 
 
ตารางที่ 3.11 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารที่ใช้ในการ cut check ด้üย restriction enzyme EcoRI 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
H2O 
10X buffer 
Plasmid 
Enzyme  
Total volume 

3.5 
1 
5 

0.5 
10 

             
 3.4.9  การเพิ่มจำนüน DNA แม่แบบ ÿำĀรับการนำไปผลิต dsRNA 

นำพลาÿมิดที่ได้มาใช้เป็นแม่แบบ ในการเพิ่มจำนüน DNA ที่มกีารต่อÿ่üนของ T7 
promoter ÿำĀรับการนำไปผลิตอาร์เอ็นเอÿายคู่ Āรือ dsRNA ด้üยเทคนิค PCR  

1. นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้ มาเป็น DNA template ในการเพิม่จำนüนดีเอ็นเอแม่แบบ 
ÿำĀรับการÿร้าง dsRNA โดยการนำไปเพิ่มจำนüนด้üยเทคนิค PCR และใช้อุณĀภูมิ ตามตารางที่ 3.12 

และตารางที่ 3.13 ตามลำดับ  
2. ตรüจÿอบ PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามที ่

ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
3. นำ PCR product มา PCR purification ด้üย GeneHlowTM Gel/PCR Kit 

(Geneaid) (ตามที่ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.3) 
5. üัดคüามเข้มข้นของ purified PCR product ด้üยเครื่อง nanodrop spectro 

photometer และตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามทีร่ะบุไü้ในĀัüข้อ 

3.4.2) 
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ตารางที่ 3.12 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมี ที่ใช้ในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR 
ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 

UP H2O 
10X PCR buffer 
10 mM dNTPs mix 
10 µM forward primer 
10 µM reverse primer 
Taq DNA polymerase  
DNA template  
Total volume 

41.25 
5 
1 

0.75 
0.75 
0.25 

1 
50  

 
ตารางที่ 3.13 แÿดงขั้นตอนการทำ PCR (PCR amplification) 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

94 °C 
94 °C 
58 °C 
72 °C 
72 °C 

2 นาที        
30 üินาที        
30 üินาที        
1 นาที        
5 นาที        

 
 

30 รอบ 

 
 3.4.10 การÿร้าง dsRNA ที่จำเพาะกับยีนรูบิคอน (dsRUB) 

1. ทำการÿร้าง dsRUB ด้üยชุด T7 RibomaxTM Express Large Scale RNA  
production system (Promega) ตามรายละเอียดทีร่ะบุในตารางที่ 3.14 โดยบ่มที่อุณĀภูมิ 37°C 

เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 
2. เติม RQ1 RNase-free DNase 1 µL และนำไปบ่มที่อุณĀภูมิ 37°C เüลา 15 นาที 
3. นำÿารละลาย RNA Āลอด sense และ anti-sense มารüมกันแล้üนำไป heat ที่ 

อุณĀภูมิ 70°C เป็นเüลา 15 นาที จากนั้นทิ้งใĀ้เย็น 30 นาที 
4. นำÿารละลายดังกล่าü มาใÿ่ในĀลอด 1.5-mL ใĀม่ ใÿ่ 3M sodium acetate, pH 

5.2 ปริมาตร 1/10 Volume และใÿ่ isopropanol ที่เย็น 1 Volume ผÿมใĀ้เข้ากันและ spin down  
5. นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg เป็นเüลา 15 นาที ที่อุณĀภูมิ 4°C แล้ü 

เติม 70% Ethanol ที่เยน็ 500 µL นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg เป็นเüลา 15 นาที ที่

อุณĀภูมิ 4°C เทÿารละลายทิ้งใĀ้เĀลือแต่ตะกอน แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg เป็น

เüลา 5 นาที ที่อุณĀภูมิ 4°C เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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6. ใช้ปิเปตดูดÿารละลาย ที่เĀลือออกใĀ้Āมด และเปิดฝาตากตะกอน รอจนตะกอน 
เปล่ียนÿีจากÿีขาüขุ่นไปเป็นÿีใÿใช้เüลาประมาณ 15-20 นาท ี

7. เติมน้ำ DEPC เพือ่ละลายตะกอน 
8. üัดคüามเข้มข้น dsRUB ด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer และ 

ตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามรายละเอียดที่ระบุในĀัüข้อ 3.4.2) 
 
ตารางที่ 3.14 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารที่ใช้ในการÿร้าง dsRNA ด้üยชุด T7 RibomaxTM Express 
                  Large Scale RNA production system (Promega) 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
RiboMAXTM Express T7 2X Buffer 
linear DNA template (1µg) 
Nuclease-Free Water 
Enzyme Mix, T7 Express 
Total volume 

10 
1-8 
0-7 
2 
20 

 
3.5  การตรüจÿอบประÿิทธิภาพของ dsRUB ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน 

 รูบิคอนในกุ้ง  
   ในการทดลองนี้จะแบ่งกุ้งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 1) กุ้งที่ฉีดด้üย dsGFP ซึ่ง dsGFP ไม่จำเพาะ

กับยีนในกุ้ง เป็นกลุ่มคüบคุม และ 2) กุ้งที่ฉีดด้üย dsRUB เป็นกลุ่มทดลอง โดยจะทำการตรüจĀา

คüามเข้มข้นของ dsRNA ที่ÿามารถยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกุ้งได้ ซึ่งจะใช้ 3 คüาม

เข้มข้นคือ 0.5 1 และ 2.5 µg ต่อกรัมกุ้ง ในการทดลองนี้จะใช้กุ้งขาüÿุขภาพดี ขนาด 2-3 กรัม เริ่ม

จากการฉีดÿารละลาย dsRNA Āลังจากฉีด dsRNA เป็นเüลา 24 ช่ัüโมง จะทำการเก็บตัüอย่างเĀงือก 
นำไปÿกัดอาร์เอ็นเอ (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.2 ) จากนั ้นüัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop 
spectrophotometer และนำไปÿร้าง firstıstrand cDNA (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.3) ทำการ

ตรüจÿอบประÿิทธิภาพของ dsRUB ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนด้üยเทคนิค qPCR 
(ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.2) 
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3.6  การýึกþาบทบาทของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
 3.6.1 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอน และยีนไüรัÿ VP28 ในกุ้ง 

  ในการทดลองนี้ได้แบ่งกุ้งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มแรก กุ้งที่ถูกฉีดด้üย dsGFP และ

กลุ่มที่ÿอง คือกุ้งที่ถูกฉีดด้üย dsRUB โดยจะฉีด dsRNA ที่คüามเข้มข้น 1 µg ต่อกรัมกุ้ง Āลังจากฉีด 

dsRNA 24 ชั่üโมง จะฉีดÿารละลายไüรัÿตัüแดงดüงขาü ทำการเก็บตัüอย่างกุ้ง (เĀงือกและเลือด) 

Āลังติดไüรัÿที่เüลา 24 30 และ 48 ชั่üโมงนำไปÿกัดอาร์เอ็นเอ (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.2) 
จากนั้นüัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer และนำไปÿร้าง firstıstrand cDNA 
(ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.3) ทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอน และยีนไüรัÿ VP28 
ด้üยเทคนิค qPCR (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.2) 
 3.6.2 การบันทึกอัตราการตายของกุ้ง 

ทำการบันทึกอัตราการตายของกุง้กลุ่มตัüอย่างตามทีร่ะบุในข้อ 3.6.1 Āลังจากฉีด 
ไüรัÿตัüแดงดüงขาüทุกๆ 24 ช่ัüโมง เป็นเüลา 9 üัน จากนั้นนำมาüิเคราะĀ์ผลการทดลอง 
 3.6.3 การตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number) 

ทำการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number) ในกลุ่ม 
ตัüอย่างที่ระบุในข้อ 3.6.1 โดยเริ่มจากการเก็บเĀงือกมาÿกัด genomic DNA (ตามรายละเอียดทีร่ะบุ

ในĀัüข้อ 3.6.3.1) เนื่องจากไüรัÿจะเพิ่มจำนüนได้ดีที่เĀงือก จึงทำการเก็บเĀงือกมาÿกัด genomic 
DNA จากนั้นทำการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿ เทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ด้üยเทคนิค 

qPCR (ตามรายละเอียดที่ระบุในĀัüข้อ 3.6.3.2) และทำการüิเคราะĀ์ผลการทดลอง 
3.6.3.1 การÿกัด genomic DNA 

1. ตัดตัüอย่างเĀงือกกุ้ง ใÿ่Āลอด 1.5-mL เติม FATG1 buffer ปริมาตร 
200 µL และทำการบดใĀ้เป็นเนื้อเดียü 

2. เติม Proteinase K (10mg/mL) ปรมิาตร 20 µl และทำใĀ้เข้ากันด้üย 
เครื่อง vortex และนำไปบ่มไปที่อุณĀภูมิ 60°C เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 

3. จากนั้นเติม FATG2 Buffer ปริมาตร 200 µl และทำใĀ้เข้ากันโดย 
vortex และนำไปบ่ม 70°C เป็นเüลา 10 นาที 

4. จากนั้นนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 8,000 xg เป็นเüลา 10 นาที ปิ 
เปตÿารละลายÿ่üนใÿไปใÿ่Āลอด 1.5-mL ใĀม่ 

5. เติม ethanol 200 µl และทำใĀ้เข้ากันโดยการ vortex และ spin down 
6. ประกอบ Column ปิเปตÿารละลายทั้งĀมดใÿ่ Column และนำไปป่ัน 

เĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 1 นาที และเทÿารละลายใน collection tube ทิ้ง 
7. เติม W1 Buffer 400 µL และนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg เป็น 

เüลา 1 นาที และเทÿารละลายใน collection tube ทิง้ 
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8. เติม Wash Buffer 750 µL นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg 
เป็นเüลา 1 นาทีและเทÿารละลายใน collection tube ทิ้ง จากนั้นทำการ air dry column โดยการ

นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 3 นาที 
9. เติม Elution buffer 100 µL โดยĀยดลงตรงกลาง column ทิ้งไü้ 3 

นาที และนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 2 นาที เพื่อ elute genomic DNA 
10. นำไปüัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer และ 

ตรüจÿอบด้üย agarose gel electrophoresis (ตามรายละเอยีดที่ระบุในข้อ 3.4.2) 
3.6.4.2 quantitative PCR  
 ÿร้าง standard curve ที่มีปริมาณไüรัÿ 103-107 viral copies จากนั้นนำ 

ตัüอย่าง gDNA ที่คüามเข้มข้นเท่า ๆ กันมาตรüจÿอบĀาปริมาณไüรัÿด้üยเทคนิค qPCR โดยทำการ

เตรียมĀลอด 1.5-mL ทั้งĀมด 8 Āลอด Āลอดที่ 1 ปรับคüามเข้มข้นพลาÿมิด 10 ng/µL ใĀ้ได้ 1.88 

ng/µL โดยต้องการปริมาตร 20 µL จึงใÿ่พลาÿมิด 3.8 µL และเติม UP H2O 16.24 µL ÿ่üนĀลอดที่ 

2 ถึง 8 ใÿ่พลาÿมิด 2 µL และเติม UP H2O 18 µL จากนั้นจะนำไปทำ qPCR ตามรายละเอียดที่ระบุ

ในตารางที่ 3.15 โดยใช้อุณĀภูมิตามรายละเอียดที่ระบุในตาราง 3.2 
 
ตารางที่ 3.15 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 
Luna qPCR mix enzyme (NEB) 
10 µM forward primer 
10 µM reverse primer 
UP H2O 
Standard plasmid 
Total Volume (master mix= 9 µL) 

5  
0.15  
0.15  
3.7  
1  
10 

 
นำ gDNA จากเĀงือกกุ้งที่ÿกัดได้จากข้อ 3.6.3.1 มาทำการปรับคüามเข้มข้นใĀ้ได้ 100 

ng/µL ด้üย UP H2O ÿำĀรับตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number) โดย

เตรียมÿ่üนประกอบÿำĀรับการทำ qPCR ตามรายละเอียดที่ระบุในตารางที่ 3.16 และใช้อุณĀภูมิตาม

รายละเอียดที่ระบุในตาราง 3.2 
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ตารางที่ 3.16 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 
ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 

Luna qPCR mix enzyme (NEB) 
10 µM forward primer 
10 µM reverse primer 
UP H2O 
gDNA template  
Total Volume (master mix = 9 µL) 

5  
0.15  
0.15  
3.7  
1  
10 

 
3.7 การüิเคราะĀ์ข้อมูลทางÿถิติ 
       ทำการเปรียบเทียบผลระĀü่างกลุ่มทดลองและกลุ่มคüบคุม โดยการüิเคราะĀ์ค่าทางÿถิติด้üย 

T-test dependent ผ่านโปรแกรม GraphPad Prism ที่ระดบัคüามเช่ือมั่นร้อยละ 95 (p<0.05)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทที่ 4  

ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  
  
4.1  การüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรม 
 4.1.1 การค้นĀาลำดับนิüคลีโอไทด์ 

จากการค้นĀาลำดับนิüคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของรูบิคอนในกุ้ง P. vannamei ผ่าน 
ฐานข้อมูล NCBI พบü่ามี accession number XM_027359602.1 และมี open reading frame 
ซึ่งมีลำดับนิüคลีโอไทด์ 3,708 bp ซึ่งÿามารถ translate เป็น 1,235 amino acid (แÿดงดังภาพที่ 

4.1) 

  
ภาพที่ 4.1 แÿดงลำดับนิüคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของรูบิคอนของกุ้งขาü Penaeus vannamei  

        
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

25 

 4.1.2  การทำนาย conserved domain   
จากการนำลำดับกรดอะมิโนของรูบิคอนมาทำนาย conserved domain ด้üย 

โปรแกรม SMART พบü่ามี 1 conserved domain คือ RUN domain ที่ลำดับกรดอะมิโน 126-189 

(แÿดงดังภาพที่ 4.2) RUN domain ถูกระบุü่าเป็นĀน่üยย่อย PI3KC3 ผ่านการเช่ือมโยงกับ Beclin-

1 ซึ่งมีคüามÿำคัญอย่างยิ่งต่อการทำงานของรูบิคอน ในการยับยั้งกิจกรรมของ PI3KC3 lipid kinase 
และกระบüนการออโตฟาจี  

จากงานüิจัยที่ผ่านมาในÿัตü์เล้ียงลูกด้üยนม พบü่ามี 2 conserved domain คือ 
RUN domain ที่ลำดับกรดอะมิโน 48-189 และ coiled-coil domain (CCD) ที่ลำดับกรดอะมิโน 

505-557 (Yang et al., 2012) เป็นโดเมนที่ÿำคัญในการจับกันของ Beclin-1 และ p22phox ซึ่ง 

Beclin-1 มีคüามÿำคัญอย่างยิ่งต่อการทำงานของรูบิคอน ในการยับยั้งกระบüนการออโตฟาจี 
  

ภาพที่ 4.2 การทำนาย conserved domain ของโปรตีนรูบิคอน  
 

4.1.3  การÿรา้ง phylogenetic tree 
จากแผนภูมิคüามÿัมพันธ์ของรูบิคอน พบü่าÿามารถจัดกลุ่มตาม phylum ได้คือ 

Arthropoda (แÿดงดังภาพที่ 4.3) โดยรูบิคอนของกุ้งขาü P. vannamei ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียüกับ

พüก Arthropoda ซึ ่งมีคüามใกล้เคียงกับรูบิคอนของกุ ้งกุลาดำ Penaeus monodon มากที่ÿุด 

พบü่ามี % identity = 96.0% และ % similarty = 97.6% 

ภาพที่ 4.3 แÿดงแผนภูมิคüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรมของโปรตีนรูบิคอน  
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.2  การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในเนื้อเยื่อกุ้งปกติ 
  จากกราฟแÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในเนื้อเยื่อกุ้งปกติ พบü่ายีนรูบิ

คอนมีการแÿดงออกมากที่ÿุดใน ลำไÿ้ (Intastine) ตามด้üยเĀงือก (Gill) ต่อมน้ำเĀลือง (Lymphoi 
organ) Āัüใจ (Heart) กระเพาะ (Stomarch) ตับและตับอ่อน (Hepatopancreas) แÿดงน้อยที่ÿุด

ในเลือด (Hemocyte) (แÿดงในภาพที่ 4.4)  
 แตจ่ากงานüิจัยที่ผ่านมา การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในĀนู Āลังติดเชื้อ C. albicans ที่เüลา 

48 ชั่üโมง ในตับ ม้าม ไต และปอด พบü่ายีนรูบิคอนแÿดงออกมากที่ÿุดในตับและตับอ่อน (Yang et 
al., 2012) 

 
ภาพที่ 4.4 แÿดงผลการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในเนื้อเยื่อกุง้ปกติ  

    (Int = ลำไÿ้, Gill = เĀงือก, Lym = ต่อมน้ำเĀลือง, Heart = Āัüใจ, Sto = กระเพาะ, 
    Hep = ตับและตับอ่อน, HC = เลือด) 
 

4.3  การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
      จากการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ตดิไüรัÿตัüแดงดüงขาü พบü่าĀลังจากกุ้ง

ติดเช้ือไüรัÿตัüแดงดüงขาüที่ 24 และ 48 ช่ัüโมง แÿดงใĀ้เĀ็นü่ายีนรูบิคอน มีการแÿดงออกมากขึ้นเมื่อ

เทียบกับเüลาการติดเช้ือที่ 0 ช่ัüโมง (แÿดงในภาพที่ 4.5) จึงÿามารถÿรุปได้ü่ายีนรูบิคอนมีการ

แÿดงออกเพิ่มมากขึ้น เมื่อกุ้งติดโรคตัüแดงดüงขาü  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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  A)    B) 

 
ภาพที่ 4.5 การแÿดงออกของยีนรูบิคอน เมื่อติดเช้ือไüรัÿตัüแดงดüงขาü  

A: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในเĀงือก (Gill) กุง้Āลังติดเชื้อไüรัÿตัüแดงดüงขาü 
B: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในเลือด (Hemocyte) กุง้Āลังติดเชื้อไüรัÿตัüแดงดüงขาü 

 
4.4  การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีนรูบิคอน 

4.4.1 การเพิ่มจำนüนยีนรูบิคอนด้üยเทคนิค PCR (PCR amplification) 
จากการเพิ่มจำนüนยีนรูบิคอน ด้üยเทคนิค PCR โดยใช้ cDNA ของกุ้งขาüเป็น 

แม่แบบ และนำมาตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบü่า PCR product ที่ได้

มีขนาดประมาณ 550 bp (แÿดงในภาพที ่4.6) ซึ่งตรงกับขนาดของชิ้นยีนรูบิคอนตามคู่ primer ที่ได้

ออกแบบไü้ จากนั้นนำไปตรüจÿอบคüามเข้มข้นและคุณภาพด้üย nanodrop spectrophoresis 
ได้ผลตามตารางที่ 4.1 

 
ภาพที่ 4.6 แÿดงผลการตรüจÿอบคุณภาพของ PCR product ของยีนรูบิคอนด้üยเทคนิค agarose 

    gel electrophoresis  
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.4.2 การทำชิ้นยีนรูบิคอนใĀ้บริÿุทธิ์ (purification of PCR product) 
จากผลการทำช้ินยีนรูบิคอนใĀ้บริÿุทธ์ิ และนำมาตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose 

gel electrophoresis พบü่าช้ิน purified รูบิคอนมีขนาดประมาณ 550 bp 

ภาพที่ 4.7 แÿดงผลการตรüจÿอบคุณภาพของ purified PCR product ของยีนรูบิคอนด้üยเทคนิค 
    agarose gel electrophoresis  

 
ตารางที่ 4.1 ผลการüัดคüามเข้มข้น purified PCR product ด้üย nanodrop 

spectrophotometer  
 คüามเข้มข้น (ng/µL) A260/280 A260/230 

purified-RUB 8.5 1.36 1.34 
 

4.4.3 การคัดเลือกโคลนด้üยเทคนิค blue-white screening  
จากผลการคัดเลือกด้üยเทคนิค blue-white screening จะเĀ็นü่ามีทั้งโคโลนีÿีขาü 

และÿีฟ้า (แÿดงในภาพที่ 4.8) ซึ่งจะนำโคโลนีÿีขาüไปทำการตรüจÿอบต่อไป 

         
ภาพที่ 4.8 แÿดงผลการคัดเลือกโคลนด้üยเทคนิค blue white screening  
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.4.4 การคัดเลือกโคลนด้üยเทคนิค colony PCR 
จากการนำโคโลนีÿีขาüมาเป็นแม่แบบในการทำ PCR และตรüจÿอบด้üยเทคนิค 

agarose gel electrophoresis ผลการทดลองพบ PCR product ขนาดประมาณ 550 bp ทุกโคโลนี 

(แÿดงในภาพที่ 4.9) ซึ่งคาดü่าเป็นÿ่üนของยีนรูบิคอน จากนั้นเลือก 3 โคโลนี คือ โคโลนีที่ 2 3 และ 4 

โดยนำโคโลนีที่เลือกมาไปเล้ียงในอาĀารเล้ียงเชื้อ LB-amp ข้ามคืน (16-18 ชั่üโมง) แล้üเลือกเช้ือจาก

โคโลนีที่ 2 และ 4 มาÿกัด plasmid ตอ่ไป 

ภาพที่ 4.9 แÿดงผลการคัดเลือกโคลน จากการทำ colony PCR และตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose 
    gel electrophoresis  

 
4.4.5 การคัดเลือกโคลนโดยการใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) EcoRI 

นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้ (จากตารางที่ 4.2) มาทำการ cut check ด้üย restriction 
enzyme EcoRI พบü่ามี PCR product ขนาด 550 bp (แÿดงในภาพที่ 4.10) เพราะü่าเอนไซม์ 

EcoRI ตัดช้ินยีนรูบิคอน ที่ใÿ่เข้าไปในเüคเตอร์ pGEM-T easy ทำใĀ้เกิด PCR product ขนาด 550 
bp จากผลการทดลองนี้ÿรุปได้ü่า ÿามารถÿร้างพลาÿมิด pGEM-T/Rubicon ได้ 

ภาพที่ 4.10 แÿดงผลการตรüจÿอบการคัดเลือกด้üยการใช้ EcoRI ด้üยเทคนิค Agarose gel 
                Electrophoresis ; lane 1 un cut pGEM-T/Rubicon no.1, lane 2 cut pGEM-T/ 
                Rubicon no.1, lane 3 un cut pGEM-T/Rubicon no.2, lane 4 cut pGEM-T/ 

      Rubicon no.2 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.2 ผลการüัดคüามเข้มข้นของพลาÿมิดด้üย nanodrop spectrophotometer 
 คüามเข้มข้น (ng/µL) A260/280 A260/230 

pGEM-T/Rubicon no.1 
pGEM-T/Rubicon no.2 

324.8 
220.3 

1.88 
1.86 

2.19 
2.16 

 
4.4.6 การเพิ่มจำนüนยีนรูบิคอน และต่อ T7 promoter ดü้ยเทคนิค PCR (PCR 

amplification) 
จากการเพิ่มจำนüนช้ินยีนรูบิคอนด้üย primer ทีม่ีÿ่üนของ T7 promoter ด้üย 

เทคนิค PCR โดยใช้ pGEM-T/Rubicon เป็นแม่แบบ เมื่อนำไปตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis พบü่า PCR product มีขนาดประมาณ 550 bp (แÿดงในภาพที่ 4.11) ซึ่งคาดü่า

เป็นช้ินยีนรูบิคอนที่มีÿ่üนของ T7 promoter 

 
ภาพที่ 4.11 ผลการตรüจÿอบ PCR Product ของยีนรูบิคอนที่มีÿ่üนของ T7 promoter ด้üย 

     เทคนิค agarose gel electrophoresis ; lane 1 PCR product Rubicon (primer 
     T7F/R), lane 2 Negative control (primer T7F/R), Lane 3 PCR product 
     Rubicon (primer F/T7R), Lane 4 Negative control (primer F/T7R)  

 
4.4.7 การทำชิน้ยีนรูบิคอนที่มÿี่üนของ T7 promoter ใĀบ้ริÿุทธิ์ (purification of PCR 

product) 
จากผลการทำช้ินยีนรูบิคอนใĀ้บริÿุทธ์ิ และนำมาตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose 

gel electrophoresis พบü่าช้ิน purified รูบิคอนมีขนาดประมาณ 550 bp (แÿดงในภาพที่ 4.12) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาพที่ 4.12 แÿดงผลการตรüจÿอบช้ินยีน purified Rubicon-T7F/R และ Rubicon-F/T7R ด้üย 
     เทคนิค agarose gel electrophoresis ; lane 1 purified Rubicon-T7F/R, lane 2 
     purified Rubicon-F/T7R 

 
ตารางที่ 4.3 ผลการüัดคüามเข้มข้น purified PCR product ของช้ินยีนรูบิคอนที่ต่อด้üย T7 
               promoter ด้üย nanodrop spectrophotometer 

 คüามเข้มข้น (ng/µL) A260/280 A260/230 
Rubicon-T7F/R 
Rubicon-F/T7R 

164.4 
151.9 

1.81 
1.76 

2.10 
2.13 

 
4.4.8 การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีนรูบิคอน Āรือ dsRUB 

จากการÿร้าง dsRUB ด้üยด้üยชุด T7 RibomaxTM Express Large Scale RNA 
production system (Promega) และตรüจÿอบด้üย agarose gel electrophoresis พบชิ ้นยีน

ขนาดประมาณ 550 bp (แÿดงในภาพที่ 4.13) และเมื ่อตรüจÿอบคüามเข้มข้นด้üย nanodrop 

spectrophotometer พบü่ามีคüามเข้มข้น 58.4 ng/µL 

ภาพที่ 4.13 แÿดงผลการตรüจÿอบ dsRUB ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis  
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.4 แÿดงผลการüัดคüามเข้มข้น dsRUB ด้üย nanodrop spectrophotometer 
 คüามเข้มข้น (ng/µL) A260/280 A260/230 

dsRUB 58.4 2.02 2.19 
 
คüามเข้มข้นของ dsRNA ÿำĀรับฉีดกุ้ง 
 Diluted dsRUB 54.8 ng/µL 
 คüามเข้มข้น dsRUB = 54.8 X dilution factor 50 

                          = 2.74 µg/ µL 
 
4.5  การตรüจÿอบประÿิทธิภาพของ dsRUB ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิ

คอนในกุ้ง 
จากผลการทดลอง พบü่ากุ้งกลุ่มที่ฉีด dsRUB ที่คüามเข้มข้น 0.5 1 และ 2.5 µg ต่อกรัมกุ้ง 

ไม่ÿามารถยับยั้งการแÿดงออกของยนีรูบิคอนได้ เมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม คือกุ้งที่ฉีดด้üย dsGFP 
(แÿดงในภาพที่ 4.14) จากผลการทดลองนี้จึงทำการฉีด dsRUB ในกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü พบü่า

กุ้งกลุ่มที่ฉีด dsRUB ในกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ÿามารถยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนได้ 

(แÿดงในภาพที่ 4.15)  
 
 
 
 
 
A)   B) C) 

 
ภาพที่ 4.14 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกุ้ง เมื่อถูกยับยั้งการแÿดงออก 

     ของยีนรูบิคอนด้üย dsRUB  
       A: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกลุ่มที่ฉีด dsRUB ทีค่üามเข้มข้น 0.5 µg ต่อกรัมกุ้ง 

               B: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกลุ่มที่ฉีด dsRUB ที่คüามเข้มข้น 1 µg ต่อกรมักุ้ง 
               C: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกลุ่มที่ฉีด dsRUB ที่คüามเข้มข้น 2.5 µg ต่อกรัมกุ้ง 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาพที่ 4.15 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüเมื่อถูก 
      ยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนด้üย dsRUB  

 
4.6  การýึกþาบทบาทของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 

4.6.1 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอน และยีนไüรัÿ VP28 
เริ่มจากการýึกþาบทบาทของยีนรูบิคอนในเĀงือกกุ้ง จากผลการทดลองพบü่า Āลัง 

ติดโรคตüัแดงดüงขาüที่เüลา 24 และ 48 ช่ัüโมง ในเĀงือกกุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิ

คอนด้üย dsRUB มกีารแÿดงออกของยนีรูบิคอนลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.16) 

และเมื่อทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนไüรัÿ VP28 ซึ่งเป็นยีนที่พบมากที่ÿุดในไüรัÿตัüแดงดüง

ขาü จากผลการทดลองแÿดงใĀ้เĀ็นü่า Āลังการติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 และ 48 ช่ัüโมง ใน

เĀงือกกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอน พบü่ามีการแÿดงออกของยีน VP28 ลดลงเมื่อเทียบ

กับกลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.17) 
 
 
 
 
 

A)   B) 
 
ภาพที่ 4.16 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอน ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüง 

      ขาü  
     A: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกลุ่มที่ฉีด dsRUB Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 
         เüลา 24 ช่ัüโมง  
     B: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกลุ่มที่ฉีด dsRUB Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 
         เüลา 48 ช่ัüโมง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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A)  B) 

ภาพที่ 4.17 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü  
     A: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ถกูยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอน 
         Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 ช่ัüโมง  
     B: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอน  
         Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 48 ช่ัüโมง 

 
          นอกจากนี้ยังได้ทำการýกึþาบทบาทของยีนรูบิคอนในเลือดของกุ้งด้üย โดยทำการเก็บ

ตัüอย่างเลือดของกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 30 และ 48 ช่ัüโมง และตรüจÿอบการ

แÿดงออกของยีนรูบิคอน ด้üยเทคนิค qPCR พบü่าĀลังการติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 24 30 และ 48 

ช่ัüโมง ในเลือดกุ้งที่ถูกฉีดด้üย dsRUB มีการแÿดงออกของยนีรูบิคอนลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม 

(แÿดงในภาพที่ 4.18) และเมื่อทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดของกุ้ง จากผล

การทดลองแÿดงใĀ้เĀ็นü่าที่  30 และ 48 ช่ัüโมง Āลังการติดโรคตัüแดงดüงขาü ในกุ้งที่ถูกยับยั้งการ

แÿดงออกของยีนรูบิคอน พบü่ามีการแÿดงออกของยีน VP28 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม แต่ที่

เüลา 24 ช่ัüโมง Āลังการติดโรคตัüแดงดüงขาü การแÿดงออกของยีน VP28  ไม่แตกต่างกับกลุ่ม

คüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.19)  
 
 
 
 
 
A) B) C) 

 
ภาพที่ 4.18 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอน ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü  

     A: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกลุ่มที่ฉีด dsRUB Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 
         เüลา 24 ช่ัüโมง  
     B: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกลุ่มที่ฉีด dsRUB Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 
        เüลา 30 ช่ัüโมง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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    C: การแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกลุ่มที่ฉีด dsRUB Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 
       เüลา 48 ช่ัüโมง 
 

 
 
 
 
 
A) B) C) 
 

ภาพที่ 4.19 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü  
     A: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ถกูยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอน 
         Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 ช่ัüโมง  
     B: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอน 
         Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 30 ช่ัüโมง  
    C: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอน 
        Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 48 ช่ัüโมง 

 
4.6.2  การติดตามอัตราการตายของกุ้ง 

จากการติดตามอัตราการตายÿะÿมของกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ทั้งในกลุ่มที่ถูก 
ยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนและกลุ่มคüบคุมทุก ๆ 24 ช่ัüโมง เป็นเüลา 9 üัน พบü่าที่ช่üง 1-3 

üันแรก กุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของรูบิคอน มีอัตราการตายมากกü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม แต่Āลังจาก

üันที่ 4 เป็นต้นไป พบü่ากุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอน มีอัตราการตายช้ากü่ากุ้งกลุ่ม

คüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.20) โดยพบü่ากุ้งกลุ่มคüบคุมจะตาย 100% ที่üันที่ 8 Āลังจากติดเช้ือไüรัÿ 

และกุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนจะตาย 100% ที่üันที่ 9 Āลังจากติดเชื้อ ดังนั้น

การทดลองนี้ÿามารถÿรุปได้ü่ากุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนจะทำใĀ้กุ้งตายช้ากü่ากุ้ง

กลุ่มคüบคุม  
จากงานüิจัยýึกþาการแÿดงออกของรูบิคอน ที่ÿ่งผลต่อการตอบÿนองของเซลล์ 

โฮÿต์ในร่างกายต่อการติดเช้ือไüรัÿไข้ĀüัดใĀญ่ÿายพันธ์ุ A โดยใช้ Rubicon adenoviruses และĀนู

ที่ติดไüรัÿ พบü่า Āนูกลุ่มคüบคุมจะมีอัตราการตายอยู่ที่ 5 üัน Āลังติดไüรัÿ Āนูที่มีการแÿดงออกของ

รูบิคอน Ad-Rubicon มีอัตราการตายอยู่ที่ 4 üัน และĀนูกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของรูบิคอน 

Ad-shRubicon มอีัตราการรอดชีüิตเพิ่มขึ้น 30% เมื่อเทียบกับĀนูกลุ่มคüบคุมที่ติดเช้ือ Ad-vector 
ซึ่งĀนูที่มีการแÿดงออกของรูบิคอน จะมีปริมาณไüรัÿในปอดÿูงกü่า 100 เท่า และĀนูที่ถูกยับยั้งการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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แÿดงออกของรูบิคอน จะมีปริมาณไüรัÿในปอดต่ำกü่า 100 เท่า เมื่อเทียบกับĀนูกลุ่มคüบคุม (Yang 
et al., 2012) ผลการทดลองนี้จะÿอดคล้องกับผลติดตามอัตราการตายของกุ้งที่กล่าüมาข้าüต้น 
 
 

ภาพที่ 4.20 แÿดงอัตราการตายของกุ้งที่ติดเช้ือไüรัÿตัüแดงดüงขาü เมื่อถูกยับยั้งการแÿดงออกของ 
     ยีนรูบิคอนด้üย dsRUB เทียบกับกุ้งกลุ่มคüบคุม  

 
4.6.3  การตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü  

จากผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 24 30 และ 48 ชั่üโมง 
พบü่าที่เüลา 30 ช่ัüโมง Āลังติดโรคตัüแดงดüงขาü กุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนมี

ปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาüน้อยกü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม แต่ที่เüลา 24 และ 48 ช่ัüโมง ม ีมีปริมาณไüรัÿตัü

แดงดüงขาüไม่ต่างกัน (แÿดงในภาพที่ 4.21) เนื่องจากไüรัÿจะกระตุ้นการแÿดงออกของยีนรูบิคอน

เมื่อติดไüรัÿที่เüลาเพิ่มขึ้น ทำใĀ้ประÿิทธิภาพการยับยั้งยีนรูบิคอนลดลง อาจจะต้องทำการฉีดอาร์เอ็น

เอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีนรูบิคอนซ้ำ Āรือฉีดในปริมาณที่มากขึ้น เพื่อยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอน 
จากงานüิจัยที่ผ่านมา การýึกþาการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในผู้ป่üยที่ติดเช้ือไüรัÿ 

ตับอักเÿบบี (HBV) พบü่าเมื่อรูบิคอนมีการแÿดงออกมากขึน้ จะช่üยเพิ่มปริมาณไüรัÿได ้ ในทาง

ตรงกันข้าม เมื่อยับยั้งการแÿดงออกของรูบิคอน จะทำใĀ้ปริมาณไüรัÿลดลงอย่างมีนัยÿำคัญ (Wan et 
al., 2017) งานüิจัยนี้จึงÿอดคล้องกับผลการทดลองตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาüที่กล่าüมา

ข้างต้น 
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A) B) C) 

 
ภาพที่ 4.21 แÿดงผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number) ในกุ้งĀลัง 

      ติดโรคตัüแดงดüงขาü  
     A: แÿดงผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 
         24 ชั่üโมง 
     B: แÿดงผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 
         30 ชั่üโมง 
     C: แÿดงผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 
        48 ช่ัüโมง 
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บทที่ 5  

ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  
 

5.1  ÿรุปผลการüิจัย  
 จากการค้นĀาและüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของยีนรูบิคอนในกุ้งขาü พบü่ามี accession 
number XM_027359602.1 โดยมี open reading frame ซึ ่งม ีลำดับนิüคลีโอไทด์ 3,708 bp 
ÿามารถ translate เป็น 1,235 amino acid Āลังจากทำนาย conserved domain พบü่ามี RUN 
domain ที่ลำดับกรดอะมิโน 126-189 เมื่อÿร้าง Phylogenetic tree พบü่ายีน Rubicon ของกุ้ง

ขาüมีคüามใกล้เคียงกับยีนรูบิคอนของกุ ้ง Penaeus mondon มากที่ÿุด จากการตรüจÿอบการ

แÿดงออกของยีนรูบิคอนในเนื้อเยื ่อกุ ้งปกติ พบü่ายีนรูบิคอนมีการแÿดงออกมากที ่ÿุดในลำไÿ้  

(intestine) และทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนรูบิคอน ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü พบü่า

ยีนรูบิคอนมีการแÿดงออกมากขึ ้นทั้งในเลือดและในเĀงือกกุ้ง  จากผลการทดลองนี ้พบü่า การ

แÿดงออกของยีนรูบิคอนมีคüามเกี่ยüข้องกับการติดโรคตัüแดงดüงขาüในกุ้ง ดังนั้นจึงทำการýึกþา

บทบาทของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüด้üยเทคนิค RNA interferance พบü่าอาร์เอ็นเอ

ÿายคู่ที่จำเพาะกับยีนรูบิคอนĀรือ dsRUB ที่คüามเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อกรัมกุ้ง ÿามารถยับยั้งการ

แÿดงออกของยีนรูบิคอนได้ เมื่อทำการยับยั้งการแÿดงออกของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüง

ขาüพบü่า มีการแÿดงออกของยีนไüรัÿ VP28 ลดลง และเมื่อตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü 

(WSSV copy number) พบü่าĀลังกุ้งติดไüรัÿตัüแดงดüงขาüที่ 30 ชั่üโมง มีปริมาณไüรัÿลดลงอย่าง

มีนัยÿำคัญ และจากการตรüจÿอบอัตราการตาย พบü่าที่ช่üง 1-3 üันแรก กุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออก

ของรูบิคอน มีอัตราการตายมากกü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม แต่Āลังจากüันที่ 4 เป็นต้นไป พบü่ากุ้งที่ถูกยับยั้ง

การแÿดงออกของยีนรูบิคอน มีอัตราการตายช้ากü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นü่ากุ้งที่ถูกยับยั้ง

การแÿดงออกของยีนรูบิคอนจะทำใĀ้กุ้งตายช้ากü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม 
 จากผลการทดลองทั้งĀมดนี้ÿามารถÿรุปได้ü่า ระดับการแÿดงออกของยีนรูบิคอนมีคüาม

เกี่ยüข้องในการติดเช้ือไüรัÿตัüแดงดüงขาüของกุ้ง ซึ่งการแÿดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของยีนรูบิคอนĀลัง

ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü อาจเกิดมาจากการเĀนี่ยüนำของไüรัÿ จึงคาดü่ายีนรูบิคอนมีคüามเกี่ยüข้อง

ในการติดเช้ือไüรัÿตัüแดงดüงขาüของกุ้ง 
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5.2  ข้อเÿนอแนะ  
 จากผลการทดลองพบü่า มีบางการทดลองยังต้องทำการทดลองซ้ำ โดยการเพิ ่ม จำนüน

ÿัตü์ทดลอง (กุ้ง) เพื่อใĀ้ได้ผลการทดลองที่มีค่าที่แตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญจากการคำนüณทางÿถติิ 

แต่จากผลการทดลองที่ได้แÿดงข้างต้น ก็ÿามารถÿรุปแนüโน้ม บทบาทของรูบิคอน ในกุ้งที่ติดโรคตัü

แดงดüงขาü ซึ่งใช้เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นในการทำงานüิจัยต่อไปได้ 
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ภาคผนüก 
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ภาคผนüก ก  
การเตรียมอาĀารเลี้ยงเชือ้ 

 
1. Luria-Bertani broth (LB broth) 
 0.5% w/v NaCl      1.5 กรัม 
 0.5% w/v Yeast extract    1.5 กรัม 
 1.0% w/v Peptone     3.0 กรัม 
 
2. Luria-Bertani agar (LB agar) 
 0.5% w/v NaCl      1.5 กรัม 
 0.5% w/v Yeast extract    1.5 กรัม 
 1.0% w/v Peptone     3.0 กรัม 
 1.5% w/v Agar      6.0 กรัม 
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ภาคผนüก ข  
การเตรียมÿารเคม ี

 
1. 70 % Ethanol 
 เตรียมได้จากเอทานอลคüามเข้มข้น 95% โดยการเตรียมเอทานอลคüามเข้มข้น 70% 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ใĀ้คำนüณดังนี้ 
จากÿูตร   C1V1 = C2V2 
      95% x V1 = 70% x 1,000 มิลลิลิตร 
      V1 = 736.842 มิลลิลิตร 
    ≈ 737 มิลลิลิตร 
üิธีการเตรียม 
ผÿมเอทานอลคüามเข้มข้น 95% ปริมาตร 737 มิลลิลิตร กับน้ำกล่ันปริมาตร 263 มิลลิลิตร ใĀ้เข้ากัน 
 
2. 10x TBE buffer 
 Tris Base     108 กรัม 
 Boric acid     55.0 กรัม 
 Double-distilled H2O    900 มิลลิลิตร 
 0.5 M EDTA pH8.0    40.0 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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งานบัณฑิตýึกþาคณะüิทยาýาÿตร ์

ÿถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 
คำรับรองเล่มโครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþา 

 
     üันที่ 26 เดือน ธันüาคม พ.ý. 2565 

 
 ข้าพเจ้า นางÿาüคีตภัทร รอดภัย รĀัÿประจำตัü 62050572 
นักýึกþาĀลักÿูตรüิทยาýาÿตรบัณฑิต ÿาขาüิชา จุลชีüüิทยา ภาคüิชา ชีüüิทยา  
ขอรับรองü่าÿĀกิจýึกþา เรื่อง  
ช่ือภาþาไทย      การýึกþาบทบาทของยีนรูบิคอนในกุ้งที่ติดโรคไüรัÿตัüแดงดüงขาü 
ช่ือภาþาอังกฤþ  The study of rubicon role in shrimp infection by White Spot Syndrome 

 Virus 
ปีการýึกþา        2565 
เป็นผลงานüิจัยของข้าพเจ้าแต่เพียงผู้เดียüโดยมิได้คัดลอกĀรือละเมิดลิขÿิทธ์ิของผู้อื่นและได้ผ่านการ

ตรüจÿอบคüามซ้ำซ้อนโดยใช้โปรแกรมเรียบร้อยแล้üและได้แนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียน

งานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากüิทยานิพนธ์ฉบับÿมบูรณ์แล้üโปรแกรมอักขราüิÿุทธ์ิ  1.45 %       
 

ลงชื่อ............................................................. 

(นางÿาüคีตภัทร รอดภัย) 

นักýึกþา 

 

ข้าพเจ้า ผý.ดร.üรกฤต üรนันทกิจ อาจารย์ที ่ปรึกþาÿĀกิจýึกþาได้ตรüจÿอบÿĀกิจýึกþาของ

นักýึกþาข้างต้นแล้ü ขอรับรองü่าเป็นผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื้อĀาÿมบูรณ ์จึงลงชื่อไü้

เป็นĀลักฐาน 
 

         ลงชื่อ................................................................ 
                           (ผý.ดร.üรกฤต üรนันทกิจ)                                            

                      อาจารย์ที่ปรึกþา 

-
Ju
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